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Kolagen Q (ColQ) je nekataliti~na podenota asimetri~nih molekularnih oblik acetilholineste-
raze. @eleli smo ugotoviti, kaj se dogaja z izra`anjem ColQ v zunajplo{~i~nih in plo{~i~nih
podro~jih med regeneracijo o`iv~ene in neo`iv~ene hitre mi{ice sternomastoideus (STM) in
po~asne mi{ice soleus (SOL). V dveh skupinah podgan smo pred po{kodbo mi{ice SOL in STM
denervirali, v treh skupinah smo pustili `ivec nepo{kodovan. Mi{ice smo po{kodovali s pre-
trganjem ̀ il in injiciranjem miotoksi~nega anestetika bupivakaina. Regenerate mi{ic smo izolirali
po 10-ih ali 60-ih dneh. Raven mRNA ColQ v regeneratih smo dolo~ili s kvantitativno metodo
obratne transkripcije in veri`ne reakcije s polimerazo. V zunajplo{~i~nih predelih neo`iv~e-
nih regeneratov mi{ic SOL in STM ni bilo pomembnih razlik v ravni mRNA ColQ. Kratkotrajno
o`iv~enje je zvi{alo raven mRNA ColQ v zunajplo{~i~nih predelih regeneratov obeh mi{ic v pri-
merjavi z neo`iv~enimi regenerati istih mi{ic, zvi{anje je bilo ve~je pri o`iv~enih regeneratih
mi{ice SOL kot mi{ice STM (p < 0,01). Dolgotrajno o`iv~enje regeneratov mi{ice STM je zmanj-
{alo raven mRNA ColQ glede na tisto v neo`iv~enih regeneratih iste mi{ice (p < 0,01). Med
plo{~i~nimi in zunajplo{~i~nimi predeli neo`iv~enih regeneratov mi{ice STM ni bilo pomemb-
nih razlik v ravni mRNA ColQ, po 60 dneh o`iv~enja je raven v plo{~i~nem podro~ju postala
vi{ja kot v zunajplo{~i~nem (p < 0,01). Intrinzi~na razli~nost zarodnih celic hitrih in po~asnih
mi{ic se morda skriva v razli~nem odzivu nezrelih mi{i~nih vlaken na o`iv~enje. Signalni meha-
nizem, ki spodbuja izra`anje ColQ v plo{~i~nih predelih hitre mi{ice, med razvojem mi{ice
izvira iz `iv~nega kon~i~a.

ABSTRACT
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Collagen Q (ColQ) is the non-catalytic subunit of acetylcholinesterase asymmetric molecu-
lar forms. We examined ColQ expression in the extrajunctional and junctional regions of
innervated and non-innervated regenerating fast sternomastoid (STM) and slow soleus (SOL)
muscles. In two groups of rats, the SOL and STM muscles were denervated before injury,
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whereas in three groups the muscle nerve was left intact. The muscles were injured by cut-
ting all their blood vessels and by injecting a myotoxic anesthetic bupivacaine. The regenerating
muscles were isolated for 10 or 60 days after injury. The ColQ mRNA levels were determined
by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction. The extrajunctional ColQ
mRNA levels in the non-innervated regenerating STM and SOL muscles were not significantly
different. A short-term innervation increased extrajunctional ColQ mRNA levels of both regen-
erating muscles in comparison to non-innervated regenerates, but the levels were higher in
the SOL muscle than in STM muscle (p < 0.01). A long-term innervation of STM muscle regen-
erates decreased the extrajunctional ColQ mRNA levels (p < 0.01). ColQ mRNA levels in the
extrajunctional and former junctional regions of non-innervated regenerating STM muscles
were not significantly different, however, they became significantly higher in the junction-
al regions than in the extrajunctional regions after 60 days of innervation (p < 0.01). Intrinsic
difference between the myogenic precursor cells of fast and slow muscles may be the rea-
son for different response of immature regenerating muscles to innervation. The signaling
mechanism, which regulates ColQ expression in the fast muscle junctional regions, originates
from the motor nerve terminals also during maturation of regenerating muscle fibers.

no aktivnostjo motori~ne enote. V po~asni
mi{ici so na{li motori~ne enote, ki so vzdra-
`ene toni~no, z nizko frekvenco, pogosto
aktivacijo in dolgim trajanjem vlaka impulzov
ter zato veliko celokupno aktivnostjo motori~-
ne enote (5).

Mi{i~na vlakna so dinami~ne strukture.
O`iv~enje, telesna aktivnost, mehani~na obre-
menitev ali razbremenitev, hormoni in
staranje lahko vplivajo na spremembo feno-
tipa mi{i~nih vlaken s spremembo izra`anja
kontraktilnih beljakovin in metaboli~nih enci-
mov (3, 4).

Pri podgani je mi{ica soleus (SOL) tipi~na
po~asna mi{ica, v kateri prevladujejo vlakna
tipa I in po~asne motori~ne enote. Mi{ici exten-
sor digitorum longus (EDL) in sternomastoideus
(STM) pa sta tipi~ni hitri mi{ici, v katerih
mo~no prevladujejo vlakna tipa II in hitre
motori~ne enote (1, 6). Makroskopsko lo~i-
mo v mi{ici STM dva razli~na dela, beli in
rde~i del. Slednji zavzema globlji medialni del
mi{ice (6).

Za delovanje motori~nega sistema je bis-
tveno, da je prenos signala v `iv~no-mi{i~nem
stiku (@MS) ~asovno omejen. Klju~na mole-
kula, ki katalizira hitro razgradnjo acetilholina
in tako prekine prenos vzburjenja v @MS, je
encim acetilholinesteraza (AChE) (7).

AChE je encim, ki obstaja v razli~nih mole-
kularnih oblikah. AChE kodira en sam gen, ki
preko alternativnega pripajanja eksonov omo-

UVOD

Skeletna mi{ica pri sesalcih je heterogeno
tkivo, zgrajeno iz razli~nih tipov mi{i~nih vla-
ken (1). Mi{i~na vlakna lahko delimo na pod-
lagi molekularnih, metaboli~nih, strukturnih
in kontraktilnih zna~ilnosti (2). Na temelju
razlik v pH stabilnosti miofibrilarne adeno-
zintrifosfatazne aktivnosti, ki je premosoraz-
merna s hitrostjo kr~enja mi{ice, prevladujo~ih
vsebnosti metaboli~nih encimov in razlik
v fiziolo{kih zna~ilnostih motori~nih enot lo~i-
mo dva glavna tipa vlaken, tip I in tip II z ve~
podtipi (IIa, IIb, IIc).

Danes vse bolj prevladujo~a delitev mi{i~-
nih vlaken temelji na imunohistokemi~nih ter
elektroforetskih analizah izooblik te`kih verig
miozina (angl. MyHC, Myosin Heavy Chain).
V mi{icah odrasle podgane se {tiri razli~ne
izooblike MyHC (tip I, IIa, IIx/d in IIb) izra-
`ajo v {tirih ~istih tipih mi{i~nih vlaken (tip I,
IIa, IIx/d in IIb), ki izra`ajo po eno izoobliko
MyHC. Poleg ~istih tipov vlaken obstajajo tudi
hibridni tipi vlaken, ki vsebujejo dve ali ve~
izooblik MyHC (3).

Zna~ilnosti mi{i~nih vlaken v posamez-
ni motori~ni enoti so v veliki meri odvisne od
vzorca dra`enja mi{i~nih vlaken preko moto-
nevronov (4). V hitri mi{ici podgane so na{li
dve vrsti motori~nih enot, ki so vzdra`ene
fazi~no, z visoko frekvenco, redko aktivacijo
in kratkim trajanjem ter zelo nizko celokup-
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go~a nastanek ve~ razli~nih prepisov. Prav raz-
nolikost prepisov v nadaljnjih fazah sinteze
omogo~a razli~ne posttranslacijske modifi-
kacije encima, ki so temelj za molekularni
polimorfizem AChE (8).

Kataliti~na podenota AChE je zgrajena iz
dveh razli~nih beljakovinskih domen: velike
kataliti~ne domene in majhnega peptida na
C-koncu (9). Kataliti~no domeno AChE, ki je
skupna vsem kataliti~nim podenotam AChE,
kodirajo eksoni 2, 3 in 4. Z alternativnim pri-
pajanjem eksona 6, ki kodira varianto T
(angl. tail, repato) C-terminalnega peptida,
nastane AChET oblika kataliti~ne podenote
(10, 11). Ta je edini tip kataliti~ne podeno-
te, ki se izra`a v mi{icah in mo`ganih odraslih
sesalcev (8, 12).

Glede na kvartarno strukturo se kataliti~-
ne podenote AChET povezujejo v homomerne
in heteromerne molekularne oblike. Homo-
merne ali globularne oblike so sestavljene le
iz kataliti~nih podenot. Poznamo monomer-
no obliko G1, dimerno G2 in tetramerno G4.
Heteromerne oblike so sestavljene iz kata-
liti~nih podenot, vezanih na nekataliti~no
strukturno podenoto (9). Znani sta dve struk-
turni podenoti. Prva je kolagenski rep, imeno-
van kolagen Q (ColQ), ki skupaj s tetrameri
AChET kataliti~nih podenot tvori asimetri~ne
molekularne oblike AChE (A AChE). Pozna-
mo oblike A4, A8 in A12 AChE glede na to, ali
so na ColQ pripeti eden, dva ali trije tetra-
meri (9). Pri sesalcih so oblike A AChE funk-
cionalne oblike encima v @MS (13). Druga
strukturna podenota je transmembranski
protein PRiMA (angl. Proline Rich Membra-
ne Anchor, s prolinom bogato membransko
sidro), ki skupaj s tetramerom AChET kata-
liti~nih podenot tvori membransko vezan
tetramer (G4-PRiMA). G4-PRiMA predstavlja
glavno molekularno obliko AChE v mo`ga-
nih (14).

ColQ je strukturni protein, odgovoren za
pritrditev oblik A AChE v sinapti~no bazal-
no lamino in za njeno visoko koncentracijo
v @MS (13). ColQ je homomerna trojna vija~-
nica, sestavljena iz treh enakih polipeptidnih
verig (15). Molekularno strukturo posamezne
verige ColQ sestavljajo trije predeli. Nekola-
genski N-terminalni predel vsebuje s prolinom
bogato vezavno domeno (PRAD, angl. Proli-

ne Rich Attachment Domain), ki v interakci-
ji s triptofansko amfifilno tetramerizacijsko
domeno na C-koncu AChET kataliti~ne pode-
note omogo~a zdru`itev tetramera AChET in
ColQ (16, 17). Osrednji kolagenu podoben
predel ozna~ujejo zna~ilne periodi~ne pono-
vitve glicina v razmiku treh aminokislin, visok
dele` prolina ter hidroksiprolina, ki omogo-
~ajo kolagensko strukturo trojne vija~nice (18).
Vsebuje dve heparanski vezavni domeni, ki
omogo~ata pritrditev ColQ v sinapti~no bazal-
no lamino preko elektrostatskih interakcij
s heparansulfat proteoglikani (19, 20). Novej-
{e raziskave so pokazale, da je perlekan tisti
heparansulfat proteoglikan, ki je najverjetne-
je udele`en pri vezavi oblik A AChE v @MS
(21, 22). Perlekan sam je vezan na distro-
glikan, ki je transmembranski protein na
sarkolemi @MS (23). Nekolagenski C-termi-
nalni predel vsebuje s prolini bogat predel,
ki je pomemben pri oblikovanju trojne vija~-
nice (24). Distalno le`i tudi s cisteini bogat
predel, ki je verjetno udele`en pri zasidranju
AChE v @MS, saj mutacije tega predela pre-
pre~ujejo kopi~enje AChE pri bolnikih s kon-
genitalnim miasteni~nim sindromom tipa 1c
(25, 26). Nedavno so dokazali, da C-terminal-
ni konec ColQ funkcionalno pritrdi AChE
v @MS preko vezave na mi{i~no specifi~no
kinazo (MuSK, angl. Muscle Specific Kina-
se) (7).

ColQ kodira en sam gen (26). Pri ~loveku
in podgani so odkrili, da gen za ColQ vsebuje
dva alternativna za~etna eksona, ki ustrezata
dvema razli~nima za~etnima mestoma pre-
pisovanja. To sta eksona 1 in 1a, ki jima sledi
17 konstitutivnih eksonov (27, 28). Eksona 1
in 1a se nahajata pred eksonom 2, ki kodira
domeno PRAD, in kodirata signalni peptid,
ki usmerja protein v endoplazemski retiku-
lum. Dva razli~na alternativna prepisa mRNA
tako omogo~ata nastanek dveh oblik ColQ
(ColQ1 in ColQ1a), ki se razlikujeta samo v ne-
kaj aminokislinah na skrajnem N-terminalnem
delu zrelega proteina pred PRAD domeno.
Tkivno izra`anje ColQ1 in ColQ1a ni enako.
V hitrih in po~asnih mi{icah prevladuje Col-
Q1a, ki ima ve~jo afiniteto za vezavo AChET
kataliti~nih podenot kot ColQ1. ColQ1 je
manj omejen na @MS, saj se pojavlja tudi
v plju~ih, sr~ni mi{ici in v nizki koncentraciji
v zunajsinapti~nih podro~jih mi{ice SOL (28).
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Pri podgani sta izra`anje in porazdelitev
molekularnih oblik AChE v mi{icah odvisna
od starosti, kontraktilne aktivnosti, stika
z motori~nim ̀ ivcem in tipa mi{ice (29). Vzor-
ca molekularnih oblik AChE v normalnih
hitrih in po~asnih mi{icah odraslih podgan se
pomembno razlikujeta. Pri hitri mi{ici EDL
tako v podro~ju @MS kot tudi izven njega
mo~no prevladujejo globularne oblike AChE,
predvsem monomerna oblika G1, zelo pa je
izra`ena tudi tetramerna oblika G4. Med
oblikami A AChE ima dale~ najpomembnej-
{i dele` oblika A12, medtem ko je oblika A8
v mi{ici EDL komaj zaznavna. Oblika A12
AChE je osredoto~ena v @MS in je izven nje-
ga prakti~no ni (30–32). Vzorec molekularnih
oblik AChE v belem delu hitre mi{ice STM je
istoveten vzorcu v mi{ici EDL (33). Pri po~a-
sni mi{ici SOL imajo globularne oblike
AChE (G1 in {e posebej G4) veliko ni`jo spe-
cifi~no aktivnost kot v mi{ici EDL. Prisotne
so tako v @MS kot tudi izven njega in prispe-
vajo pribli`no polovico celotne aktivnosti
AChE v SOL. Oblika A12 AChE je v mi{ici SOL
tudi osredoto~ena v @MS, prav tako kot v mi{i-
ci EDL. Za razliko od mi{ice EDL pa so v mi{ici
SOL oblike A AChE prisotne tudi izven
@MS, torej v zunajplo{~i~nih podro~jih, kjer
oblika A8 AChE prevladuje nad obliko A12
AChE (30–34).

Razli~na vzorca porazdelitve oblik A AChE
sta pojasnili {tudiji izra`anja mRNA AChET
(kataliti~nih podenot) in ColQ v @MS in izven
njih v mi{icah STM in SOL podgane (28, 33).
Raven mRNA kataliti~ne podenote AChET je
v po~asni mi{ici SOL 3- do 4-krat ni`ja kot
v hitri mi{ici STM (33) in je le nekoliko vi{ja
v @MS kot izven njega pri obeh mi{icah (28).
V mi{ici SOL je raven mRNA ColQ v @MS
in izven njega pribli`no enaka. V hitri mi{i-
ci STM mRNA ColQ izven @MS niso zaznali,
ker je njeno izra`anje omejeno na @MS (28).
Z metodo kvantitativne obratne transkripcije
in veri`ne reakcije s polimerazo pa so v mi-
{ici STM tudi izven @MS dokazali zelo nizko
raven mRNA ColQ, ki pa je bistveno manj{a
kot izven @MS v mi{ici SOL (35). Zato ugo-
tavljajo, da je visoka raven ColQ glede na
nizko raven kataliti~nih podenot AChET odgo-
vorna za prisotnost s kataliti~nimi podeno-
tami nenasi~enih oblik A8 in A4 AChE v po-
dro~jih izven @MS v mi{ici SOL. Ravno obratno

pa je v plo{~i~nem predelu mi{ice STM, kjer
je raven AChET dosti vi{ja od ravni ColQ, zato
se tam pojavijo predvsem s kataliti~nimi pod-
enotami nasi~ene oblike A12 AChE (28). Nizka
raven prepisov mRNA ColQ v zunajplo{~i~-
nem podro~ju hitrih mi{i~nih vlaken je raz-
log za odsotnost oblik A AChE v tem podro~-
ju (28).

Mi{i~na vlakna nastanejo iz mezodermal-
nih celic, ki pridobijo miogene lastnosti v der-
momiotomu somitov. Te miogene celice se
selijo na mesta razvoja mi{ic, kjer se delijo in
diferencirajo v mioblaste (36). Ve~ina miob-
lastov se prerazporedi v veri`ice in se s pro-
cesom zlivanja (fuzijo) zdru`ijo v ve~jedrne
mi{i~ne cevke, miotube (37). Nekateri miob-
lasti ostanejo samostojne celice z ohranjenim
mitoti~nim potencialom (zarodne celice) ob
mi{i~nih vlaknih pod bazalno lamino kot tako
imenovane satelitne celice (38). S fuzijo se
aktivirajo geni, ki kodirajo {tevilne kontraktil-
ne in sinapti~ne proteine (39). Zorenje mio-
tub v mi{i~na vlakna je dolgotrajen proces in
je odvisen od o`iv~enja z `iv~nimi kon~i~i
motonevronov (40). Glavni znak zrelosti mi{i~-
nega vlakna je pomik prej centralno le`e~ih
jeder na periferijo vlakna pod sarkolemo (41).

AChE se pojavlja v mioblastih in mi{i~nih
cevkah ̀ e pred vra{~anjem ̀ iv~nih kon~i~ev
v mi{i~ne mase (42), za njeno kopi~enje na
ozkem podro~ju sarkoleme pa je nujno o`iv-
~enje mi{ice. V mi{icah podganjih embrijev
se AChE nakopi~i pod `iv~nimi kon~i~i med
16. in 17. dnevom fetalnega razvoja, kar je
dva do tri dni po vzpostavitvi @MS. Tedaj se
pojavijo oblike A AChE (43, 44). En dan po
rojstvu so si vzorci molekularnih oblik AChE
pri hitrih in po~asnih mi{icah podgane podob-
ni (45). Med 4. in 10. dnevom po rojstvu pa
se kljub podobnemu fazi~nemu vzorcu dra-
`enja v obeh mi{icah EDL in SOL (46)
pojavijo razlike v uravnavanju AChE. Specifi~-
na aktivnost oblik A (A12 AChE in {e posebej
A8 AChE) je vi{ja v mi{ici SOL kot v mi{ici
EDL. V mi{ici SOL aktivnost oblik A AChE
prva dva tedna postnatalno nara{~a, kasneje
pa pada skupaj z globularnimi oblikami. V mi-
{ici EDL pa specifi~na aktivnost oblik A AChE
enakomerno upada, medtem ko aktivnost glo-
bularnih oblik ostaja stalna in s tem vse bolj
prevladujo~a (30). Oblike A AChE so v vseh
nezrelih mi{icah izra`ene vzdol` celotnega
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mi{i~nega vlakna kot tudi v @MS. Z zorenjem
mi{ice se izra`anje oblik A AChE zunaj @MS
zmanj{a. Ta proces ni enako u~inkovit v vseh
mi{icah. Za razliko od hitrih mi{ic, kjer je
zavora izra`anja popolna, se v po~asnih mi{i-
cah oblike A AChE izra`ajo izven @MS tudi
v odrasli dobi (34).

Izra`anje ColQ med razvojem mi{ic je del-
no poznano. Transkript mRNA ColQ je v mi-
{icah SOL in STM tri dni po rojstvu podgane
izra`en enakomerno vzdol` celotnega mi{i~-
nega vlakna, kar so ugotovili z metodo hibri-
dizacije in situ. V mi{ici STM odrasle podgane
pa so zasledili kopi~enje transkriptov ColQ le
okoli sinapti~nih jeder, zunaj @MS pa je nji-
hova raven zelo nizka v nasprotju z visoko rav-
nijo v mi{ici SOL (28).

Mi{i~na regeneracija v odrasli `ivali je
dober poskusni model za prou~evanje mi{i~-
nih celic med razvojem. Predstavlja kratko
ponovitev ontogenetskega mi{i~nega razvoja
in vivo (31). Dobro je poznano, da je skeletna
mi{ica sposobna regeneracije po mehani~ni
ali kemi~ni po{kodbi (47). Osnovni proces
regeneracije je podoben ne glede na vzrok
po{kodbe, vendar sta izid in ~asovni potek
regeneracije odvisna od tipa, resnosti in obse-
ga po{kodbe (48). Najbolj ponovljive rezultate
regeneracije pri mi{icah podgane daje posto-
pek prekinitve krvnih `il mi{ice s hkratno
po{kodbo z miotoksi~nim lokalnim anesteti-
kom bupivakainom. Pri tem zdru`enem
postopku pride do ishemi~no-toksi~ne dege-
neracije mi{ice (49, 50). To vodi v akutno
nekrozo skoraj vseh mi{i~nih vlaken ter
masiven vdor makrofagov. Bupivakain ne
po{koduje satelitnih celic, ̀ ilja, bazalne lami-
ne in intramuskularnih `ivcev (51).

Za popolno regeneracijo mi{ice so potreb-
ni razli~ni procesi: fagocitoza nekroti~nih
mi{i~nih vlaken, ponovno o`iljenje, aktivaci-
ja, razmno`evanje in diferenciacija mi{i~nih
zarodnih celic (satelitnih celic) ter ponovno
o`iv~enje (52). Satelitne celice imajo vse
zna~ilnosti embrionalnih miogenih celic.
Diferencirajo se v mioblaste, ki se namno`ijo
in se za~nejo tretji dan po po{kodbi zdru`evati
v mi{i~ne cevke, ki nato zorijo v pre~no-
progasta mi{i~na vlakna. Zaradi ohranjenih
bazalnih lamin nastane mi{i~ni regenerat
z urejeno strukturo in mi{i~nimi vlakni z jedri
na periferiji, ~eprav je obstoj nekaj centralnih

jeder zna~ilnost regeneratov (48, 49). V re-
generirani mi{ici so vlakna tanj{a, ovita
z debelim endomizijem, njihovo {tevilo pa je
ve~je (48). V regenerat za~nejo iz okolice vra{-
~ati kapilare, ki so vidne v srednjem predelu
mi{ice `e en teden po po{kodbi (50). Prav
tako za~nejo brsteti ̀ iv~ni kon~i~i, ki omogo-
~ajo ponovno o`iv~enje regenerirajo~ih se
mi{i~nih vlaken (53). Nove motori~ne plo{-
~ice nastajajo praviloma na mestu starih. Pri
tem je pomembna ohranjena bazalna lami-
na, ki slu`i kot ogrodje regenerirajo~e se
mi{ice in dolo~i mesta o`iv~enja regenerata
mi{ice (51). ̂ e aksoni vra{~ajo v regenerat od
zunaj, je skoraj popolno ponovno o`iv~enje
regeneratov malih mi{ic pri podgani zaklju-
~eno v prvih dveh tednih po po{kodbi (31).

Neo`iv~eni regenerati mi{ic SOL in EDL
ne ka`ejo bistvenih razlik v vzorcih moleku-
larnih oblik AChE. Sposobni so sintetizirati
oblike A12 AChE, vendar jih tvorijo v manj{i
meri kot o`iv~eni regenerati (54). Vzorci
molekularnih oblik AChE v regenerirajo~i se
hitri in po~asni mi{ici postanejo razli~ni takoj
po o`iv~enju. U~inek o`iv~enja je zgoden in
pozen. ̂ im se vzpostavi o`iv~enje (nekaj dni
po po{kodbi), se pri~ne v regeneratu po~asne
mi{ice SOL kopi~iti oblika A8 AChE, kar ni
zna~ilno za neo`iv~en regenerat iste mi{ice.
Pri hitri mi{ici EDL se o`iv~en regenerat ne
razlikuje od neo`iv~enega regenerata glede
vzorca molekularnih oblik AChE en teden
po po{kodbi. Molekularne oblike A AChE so
sprva prisotne vzdol` celotnega regenerata,
v 4.–6. tednu po po{kodbi pa se v veliki meri
osredoto~ijo v podro~ju motori~nih plo{~ic.
Zavora tvorbe oblik A AChE zunaj motori~-
nih plo{~ic je mo~nej{a pri regeneratih hitre
mi{ice EDL kot pri regeneratih po~asne mi{i-
ce SOL (31).

Da bi bolje razumeli uravnavanje oblik A
AChE v mi{icah med razvojem, smo se odlo-
~ili kvantitativno prou~iti izra`anje mRNA
ColQ v plo{~i~nih in zunajplo{~i~nih prede-
lih hitre in po~asne mi{ice podgane med rege-
neracijo.

NAMEN IN HIPOTEZE

Namen na{e naloge je bil ugotoviti, kaj se
dogaja z izra`anjem ColQ v zunajplo{~i~nih
in plo{~i~nih podro~jih med regeneracijo
o`iv~ene in neo`iv~ene hitre in po~asne mi{ice.
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Sku{ali smo ugotoviti, ali je razlike v vzorcu
oblik A AChE v hitrih in po~asnih mi{icah
med regeneracijo, in s tem domnevno tudi
zgodaj v razvoju, mogo~e pripisati ekstrinzi~-
nim in intrinzi~nim dejavnikom uravnavanja
ColQ v mi{icah.
Ob tem smo postavili naslednje tri hipoteze:
Domnevali smo,

• da se zarodne celice hitrih in po~asnih
mi{ic intrinzi~no razlikujejo med seboj,
zato naj bi bila raven mRNA ColQ v zunaj-
plo{~i~nem predelu tudi v neo`iv~enih
regeneratih po~asne mi{ice soleus (SOL)
ve~ja kot v neo`iv~enih regeneratih hitre
mi{ice sternomastoideus (STM);

• da se bo nezrela po~asna mi{ica SOL med
regeneracijo na o`iv~enje s svojim `iv-
cem odzvala druga~e kot regenirajo~a se
hitra mi{ica STM, zato smo pri~akovali, da
se bo v zunajplo{~i~nih predelih raven
mRNA ColQ v o`iv~enih regeneratih mi{i-
ce SOL zvi{ala, v regeneratih mi{ice STM
pa se bo zni`ala;

• da visoko raven mRNA ColQ v delu mi{i~-
nega vlakna pod @MS v hitri mi{ici STM
tudi med regeneracijo mi{ice spodbujajo
trofi~ni dejavniki iz kon~i~a motonevrona,
zato se bo v regeneratih mi{ice STM raz-
lika v ravni mRNA ColQ med plo{~i~nim
in zunajplo{~i~nim predelom mi{ice vzpo-
stavila {ele po o`iv~enju.

METODE

@ivali

Raziskava je bila opravljena na In{titutu za
patolo{ko fiziologijo Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani z dovoljenjem, ki ga je
izdala Veterinarska uprava Republike Slove-
nije ({tevilka dovoljenja 323-02-817/2005). Vsi
poskusi so bili izvedeni v skladu z dolo~ili tega
dovoljenja.

Uporabili smo odrasle samce podgan Rat-
tus norvegicus linije Wistar. Skupine `ivali
so bile ob za~etku raziskave sestavljene iz
6–8 samcev z za~etno te`o 200–280 g. @ivali
so bivale v nadzorovanih razmerah, v klima-
tiziranem hlevu (22–24°C), z 12-urnim dnev-
no-no~nim ciklom (pri lu~i od 700 do 1900). Na
voljo so imele standardne brikete za podga-
ne in vodo ad libitum. Po{kodbe in nelagod-
je `ivali smo se trudili omejiti na minimum.

Izbor hitre mi{ice za raziskavo

Pri izdelavi te naloge so na{i predhodni posku-
si z mi{ico EDL pokazali, da izra`anje ColQ
v regeneratih te mi{ice ni bilo reprezenta-
tivno, saj plo{~i~nega in zunajplo{~i~nega
podro~ja pri tej mi{ici ni mogo~e enostavno
lo~iti. Ker bi bolj dolgotrajni postopki lahko
privedli do razgradnje mRNA v vzorcih, smo
za poskuse izbrali mi{ico STM, v kateri je zara-
di razporeditve motori~nih plo{~ic pre~no po
sredini mi{ice mo`no hitro in zanesljivo lo~i-
ti obe podro~ji mi{ice. Vendar mi{ica STM ̀ e
makroskopsko ni enovita mi{ica, saj pri njej
lo~imo beli in rde~i del (6). Ker v literaturi
nismo na{li sodobnih podatkov o tipih vlaken
v tej mi{ici in izra`anju ColQ, smo imunohi-
stokemi~no dolo~ili tipe mi{i~nih vlaken in
nato dolo~ili raven mRNA ColQ v obeh delih
mi{ice. Ugotovili smo, da sta beli in rde~i del
mi{ice STM tako po sestavi mi{i~nih vlaken
kot tudi po izra`anju ColQ med seboj razli~-
na. Ker je beli del mi{ice veliko bolj homogen
glede na tip hitrih vlaken in je pri njem izra-
`anje ColQ veliko bolj primerljivo z izra`anjem
ColQ v hitri mi{ici EDL, smo se v na{i raziska-
vi odlo~ili uporabiti kot predstavnika hitre
mi{ice samo beli del mi{ice STM.

Operacijski posegi

Pred posegi smo ̀ ivali anestezirali z intrape-
ritonealnim vbrizganjem ustrezne koli~ine
anestetika ketaminijevega klorida (Bioketan
60 mg/kg, Vetoquinol Biowet, Poljska) ter
analgetika ksilazina (Chanazine 8mg/kg, Cha-
nelle Pharmaceuticals Manufacturing LTD,
Irska).

Neo`iv~eni regenerati mi{ic SOL in STM

Prekinitev o`iv~enja mi{ice SOL smo dosegli
s prekinitvijo ishiadi~nega ̀ ivca. Izrezali smo
2–3mm dolg odsek tega ̀ ivca, in tako prepre-
~ili morebitno ponovno o`iv~enje mi{ice.
O`iv~enje mi{ice STM smo s pristopom na
vratu prekinili z izrezanjem 2 mm dolgega
odseka motori~nega ̀ ivca ob njegovem vsto-
pu v mi{ico. Izpreparirali smo ali mi{ico SOL
ali mi{ico STM. Na mi{ici STM smo s {ivom
(poliester 6-0, Etibond Excel, Ethicon Inc.,
New Jersey, ZDA) ozna~ili plo{~i~ni predel,
ki smo ga zaradi prosevanja {tevilnih drob-
nih ̀ iv~nih razvejkov na tem delu mi{ice, kjer
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so osredoto~eni @MS, prepoznali kot belka-
sto pre~no progo blizu sredine mi{ice. Rde~i
del mi{ice STM smo v celoti odstranili. Posto-
pek po{kodbe mi{ice je bil enak pri obeh
mi{icah, SOL in STM. Mi{ico smo po{kodo-
vali tako, da smo najprej pretrgali vse ̀ ile ob
vstopu v mi{ico. Nato smo v mi{ico po vsej
dol`ini injicirali 0,5 ml 0,5 % raztopine bupi-
vakainijevega klorida (Marcaine, AstraZeneca
UK Limited) ter jo pokrili s filtrirnim papir-
jem, namo~enim v 0,5% raztopino bupivakaina.
Po 5 minutah smo mi{ico sprali s fiziolo{ko
raztopino ter s stisnjenjem mi{ice na obeh
narasti{~ih z `ilno prijemalko okvarili {e ̀ ilje
ob kitno-mi{i~nem stiku. Ko`no rano smo
zaprli s sponkami in pustili `ivali okrevati.
Obe skupini ̀ ivali, pri katerih smo po{kodo-
vali ali mi{ico SOL ali mi{ico STM, smo
`rtvovali po 10 dneh. Kontrolne mi{ice STM
smo vzeli iz skupine netretiranih ̀ ivali, mi{i-
co SOL pa tudi iz nasprotne okon~ine.

O`iv~eni regenerati mi{ic SOL in STM

Podgani smo izpreparirali ali mi{ico SOL ali
pa mi{ico STM na eni strani. Na belem delu
mi{ice STM smo s {ivom (poliester 6-0, Eti-
bond Excel, Ethicon Inc., New Jersey, ZDA)
ozna~ili plo{~i~ni predel, rde~i del mi{ice
STM pa smo in situ lo~ili od belega dela in ga
izrezali. Pri tem smo pazili, da nismo po{ko-
dovali ̀ ivca ob vstopu v mi{ico. Previdno smo
prekinili le `ile mi{ice, `ivec pa smo pustili
nepo{kodovan. Isto~asno smo v zgornji in
spodnji del mi{ice vbrizgali skupno 0,5 ml
0,5 % raztopine bupivakainijevega klorida
(Marcaine, AstraZeneca UK Limited). Mi{i-
co smo pustili pokrito s filtrirnim papirjem,
namo~enim v 0,5 % raztopini bupivakaina za
pove~anje miotoksi~nega u~inka na povr{in-
ska mi{i~na vlakna. Po 5 minutah smo mi{ico
sprali s fiziolo{ko raztopino ter z `ilno prije-
malko stisnili proksimalno in distalno
narasti{~e mi{ice, da smo okvarili `ilje tudi
v predelu kitno-mi{i~nega stika. Po operaciji
smo rano na ko`i zaprli s kovinskimi sponkami
in pustili `ivali okrevati. Postopek zdru`ene
ishemi~no-toksi~ne po{kodbe je bil pri obeh
mi{icah, SOL in belem delu STM, enak. Sku-
pino ̀ ivali, ki smo jim okvarili mi{ico SOL, smo
`rtvovali po 10 dneh, pri ~emer nam je mi{i-
ca z nasprotne okon~ine slu`ila za kontrolo.
Ostale skupine `ivali, katerim smo okvarili

mi{ico STM, pa smo ̀ rtvovali ali po 10 dneh
ali po 60 dneh. Za kontrolo smo uporabili mi{i-
ce iz netretiranih ̀ ivali, saj zaradi bli`ine obeh
mi{ic na vratu ni mogo~e izklju~iti delne
okvare nasprotne mi{ice z bupivakainom.

Izolacija mi{ic

@ivali smo ob koncu poskusa uspavali s CO2
in ̀ rtvovali z izkrvavitvijo. Po izolaciji mi{ice
STM smo izrezali osrednji, s {ivom ozna~en,
okrog 2 mm {irok predel motori~nih plo{~ic.
Iz preostalega zgornjega in spodnjega dela
mi{ice smo zavrgli pribli`no 1–2 mm mi{ice
ob plo{~i~nem delu, da smo se z ve~jo goto-
vostjo izognili dislociranim motori~nim plo{-
~icam, ter ostanek mi{ice uporabili za analizo
zunajplo{~i~nega predela STM. Izolirano
mi{ico SOL smo razrezali na tretjine. Osred-
njo tretjino, ki predstavlja plo{~i~ni predel
mi{ice, smo zavrgli. Proksimalno in distalno
tretjino, ki predstavljata zunajplo{~i~ne pre-
dele mi{ice, smo zdru`ili v en vzorec.

Za kontrolo smo izolirali normalne mi{i-
ce SOL na nasprotni netretirani okon~ini in
uporabili le zunajplo{~i~ne predele mi{ice.
Kontrolne normalne mi{ice STM pa smo
odvzeli na levi in desni strani netretiranih
podgan. Za vzorec smo uporabili le beli del
mi{ice STM, ki smo ga na opisan na~in lo~ili
na plo{~i~ni in zunajplo{~i~ni predel. Mi{i~ne
vzorce smo takoj zmrznili v teko~em du{iku
in jih do analize z metodo kvantitativne obrat-
ne transkripcije in veri`ne reakcije s polime-
razo hranili v zamrzovalni skrinji pri –80 °C.
Za kontrolo obsega uni~enja izvorne mi{ice
in uspe{nosti regeneracije smo izolirane
mi{i~ne vzorce tudi histolo{ko analizirali. Za
pregled mi{i~ne zgradbe in lege jeder mi{i~-
nih vlaken smo mi{i~ne rezine barvali s he-
matoksilinom in eozinom po standardnem
histolo{kem postopku (55). Preparate smo
opazovali pod svetlobnim mikroskopom
(Olympus IX81) s pove~avo objektiva 10-krat
in 20-krat.

Dolo~anje ravni mRNA ColQ
z metodo kvantitativne obratne
transkripcije in veri`ne reakcije
s polimerazo (RT-PCR)

RNA iz mi{i~nih vzorcev smo izolirali z upo-
rabo reagenta TRIzol (Invitrogen, ZDA) po
navodilih proizvajalca. Koncentracijo RNA
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smo dolo~ali s spektrofotometri~nim mer-
jenjem absorbance pri 260 nm. 1,6 μl vzorca
z znano koncentracijo celokupne RNA (0,5μg/μl)
smo obratno prepisali v cDNA s kitom za arhi-
viranje cDNA z visoko kapaciteto (High-Ca-
pacity cDNA Kit, Applied Biosystems, ZDA)
v 38,4 μl raztopine za obratni prepis. Prepis
RNA v cDNA je potekal med 10-minutno
inkubacijo pri 25°C, ki ji je sledila 2-urna inku-
bacija pri 37°C v aparatu za PCR (PTC-100MJ
Research, ZDA). Izvedli smo TaqMan reak-
cijo PCR. Oligonukleotidne za~etnike in sondo
za ColQ smo naro~ili pri Applied Biosystems
(ZDA) iz njihove baze `e pripravljenih kom-
pletov. Proizvajalec zagotavlja, da je komplet
za~etnikov in sonde specifi~en za tar~no
cDNA in da PCR uspe{no poteka v priporo-
~enih standardnih razmerah. Z na{im kom-
pletom za~etnikov in sonde (katalo{ka {tevilka:
Rn01453519_m1) se je v reakciji pomno`eva-
lo podro~je med drugim in tretjim eksonom
ColQ, ki je enako pri obeh prepisih ColQ1 in
ColQ1a. Pri na{ih poskusih smo vsebnost
cDNA ColQ normirali na vsebnost cDNA
ribosomske RNA 18 S (18 S rRNA). Slednja
nam je predstavljala pribli`ek celokupne RNA
v vzorcu. Pri izvedbi postopka smo sledili
navodilom proizvajalca. Na isti plo{~ici za PCR
(Applied Biosystems, ZDA) smo lo~eno izva-
jali reakcije za ColQ in 18S rRNA, tako da smo
v luknjice na plo{~ici nanesli po 18 μl razto-
pine za PCR in 2 μl vzorca cDNA, za vsak vzo-
rec po dva alikvota. Kvantitativni PCR smo
izvajali na aparaturi 7000 Sequence Detection
System (ABI Prism, Applied Biosystems, ZDA).

Analiza rezultatov RT-PCR

U~inkovitost podvojevanja cDNA ColQ ali
18 S rRNA se odseva v merilnih krivuljah
nara{~anja fluorescence v luknjicah na plo{-
~ici med podvojevanjem. Na temelju teh kri-
vulj ra~unalni{ki program iz podatka o CT
({tevilo ponovitev reakcije s polimerazo, pri
kateri aparat izmeri fluorescenco signala, ki
je nad neko dolo~eno vrednostjo) za vsak vzo-
rec izra~una relativno vsebnost mRNA ColQ
ali 18 S rRNA. Pri vsakem vzorcu smo tako
izmerjeno vsebnost mRNA ColQ prera~una-
li na enoto vsebnosti 18 S rRNA v vzorcu, ki
nam je slu`ila kot endogena kontrola. Rezulta-
te smo prikazali kot relativne vrednosti rav-
ni mRNA ColQ v ve~ vzorcih, ki smo jih

analizirali na isti plo{~ici, pri ~emer nam je
eden od vzorcev v kontrolni skupini slu`il za
referenco, ki je predstavljala vrednost 1. Za
statisti~no analizo smo uporabili program
Microsoft Excel 2003. Izra~unali smo povpre~-
no vrednost in standardni odklon (SD) za oce-
no razpr{enosti podatkov. Za oceno razlik med
vzorci smo uporabili neparni dvosmerni Stu-
dentov t-test z Bonferronijevim popravkom
s stopnjo zaupanja p < 0,05.

REZULTATI

Da bi ugotovili, kako popolno je bilo uni~e-
nje izvorne mi{ice in kako uspe{na je bila
regeneracija, smo neo`iv~ene in o`iv~ene
regenerate mi{ic SOL in STM, v katerih smo
dolo~ali raven mRNA ColQ, tudi histolo{ko
preiskali. Pregledali smo 4 neo`iv~ene in
4 o`iv~ene regenerate mi{ic SOL in STM.
V nobenem 10 dni starem regeneratu nismo
na{li pre`ivelih normalnih mi{i~nih vlaken,
niti ostankov nekroti~nih vlaken. Vlakna v neo-
`iv~enih regeneratih so tanka in okrogla,
v o`iv~enih pa so bolj poligonalna. Veliko jih
ima centralno polo`ena jedra, tako v neo`iv-
~enem kot v o`iv~enem regeneratu.

Primerjava ravni mRNA ColQ
v neo`iv~enih regeneratih
mi{ice SOL in mi{ice STM

V zunajplo{~i~nem predelu neo`iv~enega
regenerata mi{ice SOL je v primerjavi z zu-
najplo{~i~nim predelom normalne zrele
mi{ice SOL raven mRNA ColQ okrog 10- do
20-krat ni`ja (slika 1). V zunajplo{~i~nem pre-
delu neo`iv~enega regenerata mi{ice STM je
v primerjavi z zunajplo{~i~nim predelom nor-
malne zrele mi{ice STM raven mRNA ColQ
statisti~no zna~ilno vi{ja (slika 1). Primerjava
povpre~nih ravni mRNA ColQ v zunajplo{~i~-
nem predelu neo`iv~enega regenerata mi{ice
SOL in mi{ice STM ne ka`e statisti~no zna-
~ilne razlike (slika 1).

U~inek kratkotrajnega
o`iv~enja na raven mRNA ColQ
v regeneratih mi{ic SOL in STM

Raven mRNA ColQ v zunajplo{~i~nem pre-
delu o`iv~enih regeneratov mi{ic STM 10 dni
po po{kodbi mi{ic se v primerjavi z ravnijo
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Slika 1. Raven mRNA ColQ v zunajplo{~i~nih predelih zrelih normalnih mi{ic SOL in STM ter 10 dni starih neo`iv~enih regeneratih mi{ic
SOL in STM. Na sliki so prikazane povpre~ne vrednosti ± SD ter {tevilo vzorcev (n) v skupini. SOLzp k: zunajplo{~i~ni predel zrele normalne
mi{ice soleus; SOLzp d reg: zunajplo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni) mi{ice soleus; STMzp k: zunajplo{~i~ni predel belega
dela zrele normalne mi{ice sternomastoideus in STMzp d reg: zunajplo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela
mi{ice sternomastoideus. **: p < 0.01; ***: p < 0,001.
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Slika 2. Primerjava ravni mRNA ColQ v zunajplo{~i~nem predelu zrelih normalnih mi{ic STM ter neo`iv~enih in o`iv~enih regeneratov
mi{ice STM 10 dni po po{kodbi. Na sliki so prikazane povpre~ne vrednosti ± SD ter {tevilo vzorcev (n) v skupini. STMzp k: zunajplo{~i~ni
predel belega dela zrele normalne mi{ice sternomastoideus; STMzp d reg: zunajplo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni)
belega dela mi{ice sternomastoideus; STMzp i reg10: zunajplo{~i~ni predel o`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice sterno-
mastoideus. **: p < 0,01.
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Slika 3. Raven mRNA ColQ v zunajplo{~i~nem predelu zrelih normalnih mi{ic SOL, neo`iv~enih in o`iv~enih regeneratov mi{ic SOL ter
o`iv~enih regeneratov mi{ic STM 10 dni po po{kodbi. Na sliki so prikazane povpre~ne vrednosti ± SD ter {tevilo vzorcev (n) v skupini.
SOLzp k: zunajplo{~i~ni predel zrele normalne mi{ice soleus; SOLzp d reg: zunajplo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni)
mi{ice soleus; SOLzp i reg10: zunajplo{~i~ni predel o`iv~enega regenerata (10 dni) mi{ice soleus; STMzp i reg10: zunajplo{~i~ni predel
o`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice sternomastoideus. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.
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Slika 4. Primerjava ravni mRNA ColQ v zunajplo{~i~nem predelu 10 dni starih neo`iv~enih in 60 dni starih o`iv~enih regeneratov mi{ic
STM. Na sliki so prikazane povpre~ne vrednosti ± SD ter {tevilo vzorcev (n) v skupini. STMzp k: predel belega dela zrele normalne
mi{ice sternomastoideus; STMzp d reg: zunajplo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice sternomastoideus;
STMzp i reg60: zunajplo{~i~ni predel o`iv~enega regenerata (60 dni) belega dela mi{ice sternomastoideus. **: p < 0,01.
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Slika 5. Primerjava ravni mRNA ColQ v plo{~i~nem in zunajplo{~i~nem predelu zrelih normalnih mi{ic STM ter plo{~i~nem in zunajplo{-
~i~nem predelu 10 dni starih neo`iv~enih regeneratov mi{ic STM. Na sliki so prikazane povpre~ne vrednosti ± SD ter {tevilo vzorcev (n)
v skupini. STMp k: plo{~i~ni predel belega dela zrele normalne mi{ice sternomastoideus; STMzp k: zunajplo{~i~ni predel belega dela
zrele normalne mi{ice sternomastoideus; STMp d reg: plo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice sterno-
mastoideus; STMzp d reg: zunajplo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice sternomastoideus. ***: p < 0,001.

v zunajplo{~i~nem predelu neo`iv~enih rege-
neratov statisti~no zna~ilno zvi{a za okrog 60%
(slika 2).

V zunajplo{~i~nem predelu 10 dni starih
regeneratov mi{ic SOL kratkotrajno o`iv~e-
nje za okrog 6-krat zvi{a raven mRNA ColQ
v primerjavi z zunajpo{~i~nim predelom ena-
ko starih neo`iv~enih regeneratov mi{ic SOL
(slika 3), vendar je ta povi{ana raven {e ved-
no statisti~no zna~ilno ni`ja kot raven mRNA
ColQ v zunajplo{~i~nih predelih kontrolnih
mi{ic SOL (okrog 60 %) (slika 3). Vsekakor pa
je raven mRNA ColQ v zunajplo{~i~nih pre-
delih o`iv~enih regeneratov mi{ic SOL (10 dni
po po{kodbi) vsaj 2-krat vi{ja kot v zunajplo{-
~i~nem podro~ju enako starih o`iv~enih
regeneratov mi{ic STM (slika 3).

U~inek dolgotrajnega
o`iv~enja na raven mRNA
ColQ v zunajplo{~i~nem
predelu regeneratov STM

V o`iv~enih regeneratih mi{ic STM je pov-
pre~na raven mRNA ColQ 60 dni po po{kodbi
okrog 3-krat ni`ja kot pri 10 dni starih neo-
`iv~enih regeneratih, razlika je statisti~no
zna~ilna (slika 4).

Raven mRNA ColQ v plo{~i~nem
in zunajplo{~i~nem predelu neo-
`iv~enih regeneratov mi{ice STM

Za beli del normalnih mi{ic STM je zna~ilno,
da je raven mRNA ColQ v plo{~i~nem predelu
bistveno vi{ja kot v zunajplo{~i~nem prede-
lu (slika 5). V plo{~i~nem predelu 10 dni starih
neo`iv~enih regeneratov mi{ice STM je raven
mRNA ColQ statisti~no zna~ilno ni`ja (slika 5)
kot v plo{~i~nem predelu zrelih normalnih
mi{ic STM. Primerjava ravni mRNA ColQ
v plo{~i~nem in zunajplo{~i~nem predelu
10 dni starih neo`iv~enih regeneratov mi{ic
STM je pokazala, da med njima razlika ni sta-
tisti~no zna~ilna (slika 5).

Raven mRNA ColQ v plo{~i~nem
in zunajplo{~i~nem predelu o`iv-
~enih regeneratov mi{ice STM

V o`iv~enih 10 dni starih regeneratih mi{ic
STM med zunajplo{~i~nim in plo{~i~nim
predelom nismo izmerili statisti~no zna~ilne
razlike v ravni mRNA ColQ (slika 6A). Ugo-
tovili pa smo, da je 60 dni po po{kodbi raven
mRNA ColQ v plo{~i~nem predelu o`iv~enih
regeneratov mi{ice STM ̀ e statisti~no zna~il-
no vi{ja od ravni v zunajplo{~i~nem predelu
teh istih regeneratov (slika 6B).
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RAZPRAVLJANJE

Izra`anje ColQ v zunajplo{~i~nem
predelu nezrelih mi{ic SOL
in STM med regeneracijo

Neo`iv~ena regenerata mi{ic SOL in STM

Ugotovili smo, da je raven mRNA ColQ v zu-
najplo{~i~nem predelu neo`iv~enega regene-

rata po~asne mi{ice SOL precej nizka v pri-
merjavi z o`iv~eno zrelo mi{ico SOL. Pokazali
so `e, da tudi v zreli mi{ici SOL po denerva-
ciji pade raven mRNA ColQ, in sicer na okrog
35 % normalne vrednosti (56). Ker je raven
mRNA ColQ v neo`iv~enem regeneratu mi{i-
ce SOL manj kot 10 % tiste v normalni mi{ici,
lahko sklepamo, da ima neo`iv~en regenerat
manj{o sposobnost izra`anja mRNA ColQ kot
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Slika 6. Primerjava ravni mRNA ColQ v plo{~i~nem in zunajplo{~i~nem predelu razli~no starih o`iv~enih regeneratov mi{ic STM. Na sliki
so prikazane povpre~ne vrednosti ± SD ter {tevilo vzorcev (n) v skupini. (A) o`iv~eni regenerati mi{ice STM 10 dni po po{kodbi, (B) o`iv-
~eni regenerati mi{ice STM 60 dni po po{kodbi. STMzp d reg: zunajplo{~i~ni predel neo`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice
sternomastoideus; STMzp i reg10: zunajplo{~i~ni predel o`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice sternomastoideus; STMp
i reg10: plo{~i~ni predel o`iv~enega regenerata (10 dni) belega dela mi{ice sternomastoideus; STMzp k: zunajplo{~i~ni predel belega
dela zrele normalne mi{ice sternomastoideus; STMzp i reg60: zunajplo{~i~ni predel o`iv~enega regenerata (60 dni) belega dela mi{ice
sternomastoideus; STMp i reg60: plo{~i~ni predel o`iv~enega regenerata (60 dni) belega dela mi{ice sternomastoideus. **: p < 0,01.
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denervirana zrela mi{ica. Nasprotno pa so
rezultati pokazali, da se raven mRNA ColQ
v neo`iv~enem regeneratu mi{ice STM v pri-
merjavi z o`iv~eno zrelo mi{ico STM zvi{a.
Ker raven mRNA ColQ v zunajplo{~i~nem pre-
delu zrele mi{ice STM po denervaciji zna~ilno
pade glede na o`iv~eno zrelo mi{ico STM (56),
lahko sklepamo, da ima neo`iv~en regenerat
hitre mi{ice ve~jo sposobnost izra`anja ColQ
kot denervirana zrela hitra mi{ica. @e dolgo
je znano, da so regenerirajo~e se mi{i~ne cev-
ke v odsotnosti motori~nega `ivca sposobne
sintetizirati in kopi~iti molekularno obli-
ko A12 AChE (57). Tudi v ~istih celi~nih kul-
turah mi{ic, narejenih iz mioblastov 18 dni
starih embrijev podgane, so bile prisotne obli-
ke A12 AChE (58, 59). Na{i rezultati potrjujejo,
da sposobnost neo`iv~enih nezrelih mi{i~nih
vlaken za tvorbo oblik A AChE temelji na nji-
hovi sposobnosti, da izra`ajo ColQ.

Nasprotno od na{ih pri~akovanj, da ima-
jo regenerati mi{ice SOL tudi brez o`iv~enja
ve~jo sposobnost izra`anja ColQ kot regene-
rati hitre mi{ice STM, pa smo ugotovili, da
med ravnijo mRNA ColQ v zunajplo{~i~nem
predelu neo`iv~enih regeneratov iz mi{ic
SOL in STM ni bilo zna~ilne razlike. Ta rezul-
tat ne podpira na{e prve hipoteze. Mo`no je
sicer, da obstajajo intrinzi~ne razlike med
zarodnimi celicami hitrih in po~asnih mi{ic,
vendar se le-te vsaj glede izra`anja ColQ v neo-
`iv~enih regeneratih iz mi{ic SOL in STM ne
poka`ejo. Vendar pa ti na{i rezultati pojasnju-
jejo ugotovitve, zakaj se vzorci molekularnih
oblik AChE v neo`iv~enih regeneratih mi{ic
SOL in EDL glede oblik A AChE ne razliku-
jejo (54). [tudije so prav tako pokazale, da
miogene prekurzorske celice, izolirane iz po~a-
sne mi{ice SOL ali hitre mi{ice EDL, v lo~enih
kulturah v odsotnosti nevronov tvorijo mi{i~-
ne cevke, ki izra`ajo med seboj zelo podoben
vzorec molekularnih oblik AChE (60). Na{i
rezultati torej govorijo v prid razmi{ljanju, da
je sinteza ColQ intrinzi~na sposobnost, ki jo
regenerirajo~im se miotubam posredujejo
zarodne mi{i~ne celice tako hitrih kot po~a-
snih mi{ic, in da za izra`anje te sposobnosti
ni potrebno o`iv~enje regenerirajo~e se mi{i-
ce. Kljub temu pa je v tem pogledu o`iv~enje
mi{ice v neki zelo zgodnji fazi med ontoge-
netskim razvojem verjetno potrebno, da bi
mi{i~ne celice pridobile sposobnost izra`ati

ColQ, ki jo potem zadr`ijo tudi mati~ne sate-
litne celice, iz katerih izvirajo mi{i~ni rege-
nerati. Iz {tudij izra`anja oblik A AChE je
znano, da o`iv~ene kulture mi{i~nih cevk, pri-
pravljene iz zgodnjih mioblastov iz 13–14 dni
starih embrijev podgane in nevronov, izra`ajo
oblike A12 AChE, ~iste kulture enakih miob-
lastov brez nevronov pa ne (59). Nasprotno
temu pa `e omenjene ~iste kulture mi{i~nih
celic, pripravljene iz mioblastov iz 18 dni sta-
rih embrijev podgane, lahko tudi brez nevro-
nov izra`ajo obliko A12 AChE. Znano je, da se
pri podgani med 13. in 18. dnem embrional-
nega razvoja in vivo `e ustvari stik med moto-
nevroni in mi{i~nimi celicami, torej pred
izolacijo miogenih celic za pripravo omenje-
ne kulture (59). Vemo, da razvoj mi{i~nega
tkiva ni ~asovno usklajen, saj se med embrio-
nalnim razvojem pojavijo razli~ne generacije
mioblastov in razvijajo~ih se miotub (61). Na
{tudijah podgan in mi{i so ugotovili, da ̀ ivec
za razvoj primarnih miotub ni potreben, ven-
dar je klju~en za njihovo dolgoro~no pre`ivetje
(40, 62). O`iv~enje mi{ic pri podgani pa je
potrebno za nastanek in vzdr`evanje sekun-
darnih miotub (62). Ugotovljeno je bilo, da
so samo sekundarne miotube, ki izvirajo iz
sekundarnih mioblastov, sposobne tvoriti
oblike A AChE (63), in torej verjetno tudi izra-
`ati ColQ.

Da bi natan~neje ugotovili, kak{ni so
ekstrinzi~ni in intrinzi~ni vplivi na izra`anje
ColQ zgodaj v razvoju mi{ice, smo izvedli
dodatne raziskave na o`iv~enih regeneratih.

U~inek o`iv~enja na zunajplo{~i~no
izra`anje ColQ v regeneratih mi{ic SOL
in STM

Ugotovili smo, da je bila v zunajplo{~i~nem
predelu 10 dni starih o`iv~enih regeneratov
mi{ice SOL raven mRNA ColQ bistveno vi{ja
kot v neo`iv~enem enako starem regeneratu
mi{ice SOL, pa tudi ve~ja kot v enako starem
o`iv~enem regeneratu mi{ice STM. Ta ugo-
tovitev pojasnjuje prej opa`eni zgodnji porast
oblik A8 AChE v o`iv~enem regeneratu mi{i-
ce SOL (31). Kot smo ̀ e povedali v uvodu, je
za pojav s kataliti~nimi podenotami nenasi~e-
nih oblik A AChE (A8 in A4) potrebno visoko
razmerje ravni ColQ proti ravni kataliti~nih
podenot AChET (28). Na{i rezultati pojasnju-
jejo, da bistveno pove~anje ravni mRNA
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ColQ v o`iv~enem regeneratu mi{ice SOL
pove~a razmerje med strukturnimi in katali-
ti~nimi podenotami in s tem omogo~i zgoden
pojav nenasi~enih oblik A8.

Prou~ili smo tudi u~inek o`iv~enja na
raven mRNA ColQ v zunajplo{~i~nih prede-
lih regeneratov mi{ice STM. O`iv~enje je po
10 dneh regeneracije zna~ilno pove~alo izra-
`anje mRNA ColQ v zunajplo{~i~nem prede-
lu regenerata mi{ice STM glede na neo`iv~en
regenerat iste mi{ice. V tem zgodnjem obdob-
ju regeneracije je raven mRNA ColQ v o`iv-
~enem regeneratu STM tudi okrog 10-krat
vi{ja kot v o`iv~eni zreli mi{ici STM. Slednje
nam razlo`i, zakaj se v zunajplo{~i~nem pre-
delu o`iv~enega regenerata mi{ice EDL, pa
tudi v hitri mi{ici EDL {e zgodaj v popo-
rodnem razvoju (30), tvorijo oblike A ACh-
E (31), v zrelih mi{icah EDL in belem delu
STM pa ne, saj v njih ni dovolj ColQ (28).

Raven mRNA ColQ smo nato dolo~ili {e
v zunajplo{~i~nih podro~jih o`iv~enih rege-
neratov mi{ic STM, izoliranih 60 dni po
po{kodbi. Opazili smo statisti~no zna~ilno
ni`jo raven mRNA ColQ kot v neo`iv~enih
regeneratih. Po 60 dneh regeneracije je vpri~o
o`iv~enja torej pri{lo do pri~akovanega zni-
`anja ravni mRNA ColQ, ki je regenerat glede
tega pribli`alo zreli mi{ici STM. Na{i rezul-
tati o`iv~enega regenerata STM 60 dni po
po{kodbi tako dokazujejo zaviralni vpliv ̀ ivca
na zunajplo{~i~no raven mRNA ColQ. Zavi-
ralni u~inek ̀ ivca smo pri~akovali, ker raven
ColQ pade med zorenjem hitrih mi{ic v prvem
mesecu poporodnega razvoja pri podgani (28).
Prav tako iz prej{njih raziskav na o`iv~enih
regeneratih mi{ice EDL vemo, da oblike A12
AChE padejo v zunajplo{~i~nem predelu med
4. in 6. tednom regeneracije (31). Rezultati
raziskave so tako potrdili na{o drugo hipote-
zo, da se nezrela mi{ica SOL med regeneracijo
na o`iv~enje s svojim `ivcem odzove druga-
~e kot hitra mi{ica. Tako je bila zunajplo{~i~na
raven mRNA ColQ `e v 10 dni starih o`iv~e-
nih regeneratih okrog 3-krat vi{ja v mi{ici SOL
kot v belem delu mi{ice STM. Na tem mestu
si moramo postaviti vpra{anje, kaj vpliva na
razliko v zunajplo{~i~nem izra`anju ColQ
med o`iv~enim regeneratom hitre in po~asne
mi{ice. Ena od mo`nih razlag bi lahko bila,
da je nastala razlika posledica razli~nih vzor-
cev `iv~ne aktivacije, ki sta pri normalnih

zrelih mi{icah zelo razli~na (4, 5). Vzorec
aktivacije je zelo pomemben pri uravnavanju
izra`anja ColQ v zrelih mi{icah. Dokazali so
namre~, da naravna toni~na, nizko frekvent-
na `iv~na aktivacija, zna~ilna za normalno
mi{ico SOL, omogo~a visoko izra`anje ColQ
v zunajplo{~i~nem predelu mi{ice SOL, med-
tem ko fazi~na, visoko frekventna aktivacija
iste mi{ice znatno zni`a izra`anje ColQ v zu-
najplo{~i~nem predelu (56). Pokazali so, da
je v tem primeru za uravnavanje izra`anja
ColQ v po~asni mi{ici zelo pomembna kalci-
nevrinska signalna pot. Znano je, da visoka
povpre~na raven Ca2+ v citoplazmi, ki je zna-
~ilna za toni~no vzdra`ena po~asna mi{i~na
vlakna, aktivira kalcinevrin (64). Obratno pa
je njegova aktivnost zavrta v fazi~no vzdra-
`enih hitrih mi{i~nih vlaknih, za katere je
zna~ilna nizka povpre~na raven Ca2+ v cito-
plazmi (65). Ugotovili so, da aktivirana kalci-
nevrinska signalna pot omogo~a visoko raven
mRNA ColQ v zunajplo{~i~nih predelih po~a-
sne mi{ice podgane (56). Mo`no bi bilo, da
je toni~ni vzorec aktivacije tisti, ki omogo~a
ve~je izra`anje ColQ tudi v regeneratih mi{ice
SOL, za razliko od fazi~nega vzorca aktivaci-
je v regeneratih mi{ice STM, ki morda vpliva
na manj{e izra`anje ColQ.

Vendar pa `e objavljene raziskave ka`e-
jo, da razli~en vzorec aktivacije morda ni
odlo~ilen za pojav razlik v izra`anju ColQ med
regeneratoma po~asne in hitre mi{ice. S prou-
~evanjem vzorcev molekularnih oblik AChE
v mi{icah SOL in EDL zgodaj v razvoju so
ugotovili, da se za~etni enaki vzorci v obeh
mi{icah za~nejo pomembno razlikovati med
~etrtim in desetim dnem po rojstvu podga-
ne (30), ko sta si vzorca aktivacije med obema
mi{icama {e vedno zelo podobna (46). Glav-
na razlika je v aktivnosti nenasi~ene oblike A8
AChE, ki je statisti~no zna~ilno povi{ana
v mi{ici SOL, kar ka`e na prebitek podenot
ColQ nad podenotami AChET. Te oblike
AChE v mi{ici EDL enako starih podgan niso
opazili. Ugotovili so tudi, da toksi~no-ishemi~-
na okvara zrele mi{ice SOL, s katero spro`imo
njeno regeneracijo, uni~i tudi mi{i~na vrete-
na in s tem odpravi miotati~ni refleks (66).
To verjetno povzro~i fazi~en vzorec aktivaci-
je regeneratov po~asne mi{ice, tako kot ga
povzro~i izguba miotati~nega refleksa po
tenotomiji mi{ice SOL (67). Tako lahko dom-
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nevamo, da razlike v izra`anju ColQ v o`iv-
~enih regeneratih mi{ic SOL in STM morda
ne nastanejo toliko kot posledica razlik v vzor-
cu aktivacije, ampak bolj kot posledica intrin-
zi~no razli~nega odziva nezrelih regenerira-
jo~ih se miotub mi{ice SOL in STM na sicer
podoben vzorec aktivacije prek motori~nega
`ivca v zgodnjem obdobju regeneracije. V prid
tej domnevi govorijo tudi poskusi navzkri`-
no transplantiranih regeneratov mi{ic SOL in
EDL, v katerih se je mi{ica SOL razvijala na
mestu mi{ice EDL in bila o`iv~ena z `ivcem
mi{ice EDL. Ti so pokazali, da je vzorec mole-
kularnih oblik AChE v zgodnjih navzkri`no
transplantiranih regeneratih odvisen pred-
vsem od izvora mi{ice in ne od `ivca, ki ga
o`iv~uje. Ugotovili so tudi, da tenotomija in
imobilizacija obi~ajnih o`iv~enih regeneratov
mi{ice SOL, ki spremenita prvotni toni~ni vzo-
rec aktivacije v bolj fazi~nega, ne spremenita
bistveno vzorca molekularnih oblik AChE zgo-
daj med regeneracijo mi{ice SOL (68).

^eprav odsotnost razlik med neo`iv~eni-
mi regenerati hitrih in po~asnih mi{ic glede
izra`anja ColQ ne podpira domneve o in-
trinzi~ni razli~nosti zarodnih celic hitrih in
po~asnih mi{ic, pa je mo`no, da se ta razlika
skriva v razli~nem odzivu mi{i~nih vlaken, ki
nastanejo iz enih ali drugih zarodnih celic, na
o`iv~enje. Odgovor na to bodo dali dodatni
poskusi, v katerih bi neo`iv~ene regenerate
mi{ice SOL elektri~no dra`ili z razli~nimi
vzorci impulzov.

Izra`anje ColQ v jedrih pod
@MS v hitrih mi{icah STM
med regeneracijo

@MS v mi{icah podgane so dolgi le okrog
50 μm. Zato je izra`anje mRNA ColQ v pre-
delih neposredno pod @MS te`ko prou~evati.
Pomagamo si lahko tako, da v mi{icah, ki ima-
jo @MS strnjene v ozkem pasu, izoliramo
nekaj milimetrov {iroko plo{~i~no podro~je in
ga primerjamo s podro~jem brez plo{~ic, iz
razlike pa sklepamo na izra`anje v jedrih pod
@MS. Vendar se moramo pri interpretaciji
tako dobljenih rezultatov zavedati, da so
v plo{~i~nem podro~ju mi{ice STM prisotni
tudi deli vlaken zunaj @MS, zato se bodo raz-
like od zunajplo{~i~nih podro~ij pokazale le,
~e je razlika v izra`anju neke mRNA ali nje-

ne beljakovine med jedri pod @MS in jedri
zunaj @MS razmeroma velika.

Ugotovili smo, da je v plo{~i~nem prede-
lu neo`iv~enega regenerata mi{ice STM raven
mRNA ColQ znatno ni`ja (le 30–40 %) kot
v plo{~i~nem predelu normalne mi{ice STM
in ni, v nasprotju z razmerami v normalni
mi{ici, zna~ilno vi{ja kot v zunajplo{~i~nem
predelu neo`iv~enega regenerata mi{ice STM.
Slednje lahko pomeni, da raven mRNA ColQ
pod @MS ni pove~ana ali pa je pove~anje tako
majhno, da ga v vzorcu plo{~i~nega podro~ja
ni bilo mogo~e zaznati. Iz tega lahko sklepa-
mo, da signalni mehanizem, ki v plo{~i~nih
jedrih normalne mi{ice vzdr`uje visoko izra-
`anje ColQ, v plo{~i~nem predelu neo`iv~e-
nega regenerata slabo ali sploh ne deluje. Ob
uni~enju mi{ice z bupivakainom ostanejo
bazalne lamine mi{i~nih vlaken neprizadete,
tako se na mestu starih @MS v neo`iv~enem
regeneratu ohrani stara sinapti~na bazalna
lamina, v kateri je tudi sinapti~na organizacij-
ska molekula agrin (69). Na{i rezultati naka-
zujejo, da signalni mehanizem za spodbujanje
ravni ColQ v podro~ju pod @MS v regenera-
tu STM verjetno ne izvira iz sinapti~ne bazalne
lamine, kot je to zna~ilno npr. za mehanizem
akumulacije AChE in AChR v @MS. Prej{nje
raziskave so namre~ pokazale, da se v biv{em
plo{~i~nem podro~ju neo`iv~enega regenera-
ta zopet nabirata AChE (70) in AChR (71).
Podobno kopi~enje AChE so opazili tudi
v plo{~i~nem predelu denervirane mi{ice
zgodaj v razvoju (30). Najverjetneje so za kopi-
~enje AChE v @MS neo`iv~enih regeneratov
pomembna ohranjena vezavna mesta (perle-
kan) v bazalni lamini (22), za kopi~enje AChR
pa agrin iz bazalne lamine.

V 10 dni starih o`iv~enih regeneratih
mi{ice STM nismo opazili statisti~no zna~ilne
razlike v ravni mRNA ColQ med plo{~i~nim
in zunajplo{~i~nim podro~jem regenerata.
Nasprotno pa smo v o`iv~enem regeneratu
60 dni po po{kodbi ̀ e na{li okrog 4-krat povi-
{ano raven mRNA ColQ v plo{~i~nem podro~-
ju glede na zunajplo{~i~no podro~je. Dejanska
razlika v ravni mRNA ColQ okrog jeder nepo-
sredno pod @MS in zunajplo{~i~nim podro~-
jem pa je, glede na prej omenjen majhen
prispevek jeder neposredno pod @MS h ko-
li~ini mRNA ColQ v plo{~i~nem podro~ju
regeneratov, {e znatno ve~ja. Rezultati ka`ejo,
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da o`iv~enje mi{ice STM spodbudi izra`anje
ColQ v jedrih pod @MS med regeneracijo. Ta
ugotovitev podpira na{o tretjo hipotezo. Tako
lahko sklepamo, da signalni mehanizem, ki
uravnava izra`anje ColQ v jedrih pod @MS,
tudi med razvojem mi{i~nega vlakna izvira iz
`iv~nega kon~i~a. Tak{en mehanizem `iv~-
nega uravnavanja poznamo tudi za AChR
v @MS. Znano je, da `ivec po{lje tri signale,
ki vplivajo na porazdelitev AChR v mi{i~nem
vlaknu. Prvi signal je agrin, ki preko MuSK
organizira kopi~enje podenot AChR v sarko-
lemi pod `iv~nim kon~i~em. Drugi je neure-
gulin, ki spro`i selektivno pove~ano izra`anje
genov za podenote AChR v jedrih pod @MS.
Tretji pa je ACh, ki prek aktivacije mi{i~nih
vlaken prepre~i izra`anje genov za podeno-
te AChR v zunajplo{~i~nih jedrih (41). Zdi se,
da bi lahko bilo tudi izra`anje ColQ v mi{ici
STM v jedrih pod @MS in zunaj @MS uravna-
vano na podoben na~in. Nove raziskave bodo
to domnevo lahko podprle ali ovrgle.

ZAKLJU^EK

Ugotovili smo, da se domnevne intrinzi~ne
razlike med zarodnimi celicami mi{ic pri
neo`iv~enih regeneratih hitre in po~asne
mi{ice ne poka`ejo, saj v zunajplo{~i~nih pre-
delih 10 dni starih neo`iv~enih regeneratov
hitre mi{ice STM in po~asne mi{ice SOL ni
bilo statisti~no zna~ilne razlike v ravni mRNA
ColQ. To ni podprlo na{e prve hipoteze.

Rezultati so podprli na{o drugo hipote-
zo, da se nezrela po~asna mi{ica SOL med
regeneracijo na o`iv~enje s svojim `ivcem
odzove druga~e kot hitra mi{ica STM. Ugo-
tovili smo, da se je v zunajplo{~i~nih predelih
10 dni starih o`iv~enih regeneratih mi{ice

SOL izra`anje ColQ statisti~no zna~ilno zvi-
{alo v primerjavi z neo`iv~enimi regenerati
te mi{ice in v primerjavi z enako starimi o`iv-
~enimi regenerati mi{ice STM. V 60 dni
starih o`iv~enih regeneratih mi{ice STM pa
smo v zunajplo{~i~nih predelih opazili pri~a-
kovano zni`anje ravni mRNA ColQ glede na
neo`iv~en regenerat te mi{ice. Tako se intrin-
zi~na razli~nost zarodnih celic hitrih in
po~asnih mi{ic morda skriva v razli~nem
odzivu nezrelih mi{i~nih vlaken na o`iv~enje.

Ugotovili smo, da obstaja velika in stati-
sti~no zna~ilna razlika v ravni mRNA ColQ
v plo{~i~nih in zunajplo{~i~nih predelih nor-
malne mi{ice STM, ki pa izgine pri neo`iv~e-
nih regeneratih in se ponovno vzpostavi pri
60 dni starih o`iv~enih regeneratih. Rezulta-
ti so tako podprli tudi tretjo hipotezo, da sig-
nalni mehanizem, ki uravnava izra`anje ColQ
v plo{~i~nih predelih hitre mi{ice STM, tudi
med razvojem mi{i~nega vlakna izvira iz
`iv~nega kon~i~a.
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